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Abstract

Introduction. Inflammation plays a central role in the pathophysiology and progression of atherosclerosis,

also in patients with peripheral arterial disease (PAD). Revascularization is a risk factor which intensifies this

process sometimes leading to newly developed restenosis.

Aim. To determine the levels of fibrinogen, C-reactive protein (CRP), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10

(IL-10), basic fibroblast growth factor (bFGF) and transforming growth factor-beta | (TGF-f31) in the blood

of patients with PAD after endovascular revascularization of lower limbs and in patients with new restenosis.

Material and methods. The study included 150 patients with PAD (90 men and 60 women), aged

50-88 (mean 65.5) years after successful peripheral angioplasty (PTA) andfor stenting. Within |2 months

after revascularization procedure in 38 PAD patients restenosis occurred. Control group for cytokines consisted

of 15 clinically healthy subjects without limb ischaemia aged 60-83 years. Fasting blood was drawn in the

morning and put into 3.2% sodium citrate in a 9:1 proportion (for determination of fibrinogen and CRP),

and 2.6 ml of blood was mixed with EDTA for determination of cytokines: IL-6, IL-10, bFGF and TGF-(1.

All parameters were measured in the plasma of patients with commercial kits for enzyme immunoassay;

fibrinogen and CRP levels were measured with coagulometer.

Results. In the plasma of patients with PAD dfter revascularization, the levels of fibrinogen and CRP were

significantly higher than in controls. These markers increased within |2 months of observation: CRP level

increased almost two-fold and fibrinogen only by about 10%. All examined cytokines in PAD patients with

restenosis were higher than in those without restenosis, but the difference was significant only for IL-10 and

bFGF. But increased cytokines in patients with restenosis were within the laboratory norms specified by

reagent producers except of TGF-f1.

Conclusions.

[ In PAD patients after endovascular revascularization the levels of CRP and fibrinogen during one year
observation significantly increased.

2. In these patients, significant correlation was observed between pro-inflammatory CRP and anti-inflam-
matory IL-10.

3. The concentrations of CRP, fibrinogen and cytokines (IL-6, bFGF, TGF-B 1 and IL-10) were also higher in
PAD patients with restenosis indicating the involvement of low-grade inflammation in this process.
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Streszczenie

Wstep. Zapalenie odgrywa kluczowq role w powstawaniu i rozwoju miazdzycy tetnic, takze u pacjentéw
z miazdzycq tetnic koriczyn dolnych (PAD). Zabiegi rewaskularyzacyjne stanowiq czynnik ryzyka, ktory
nasila ten proces, niekiedy prowadzgc do powstania restenoz.

Cel. Oznaczenie stezenia fibrynogenu, biatka C-reaktywnego (CRP), interleukin 6 i 10 (IL-6 i IL-10),
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF) i transformujgcego czynnika wzrostu (TGF-f1) we krwi
chorych z PAD po obwodowej, wewngtrznaczyniowej rewaskularyzacji i u pacjentdéw z restenozami.
Materiat i metody. Przebadano 150 pacjentéw z PAD, w tym 90 mezczyzn i 60 kobiet w wieku 50-88
(Srednio 65,5) lat. Podczas | 2-miesiecznej obserwacji po obwodowej, wewngtrznaczyniowej rewaskularyzacji
u 38 pacjentéw powstaly restenozy. Grupa kontrolna dla oznaczanych cytokin sktadata sie z |5 klinicznie
zdrowych oséb w wieku 60-83 lat bez niedokrwienia korczyn dolnych. Krew pobierano na czczo do 3,2%
cytrynianu sodu w proporgji 9:1 (do oznaczenia fibrynogenu i CRP) i 2,6 ml krwi mieszano z EDTA do po-
miaru cytokin: IL-6, IL-10, bFBF, TGF-f1. Cytokiny badano przy uzyciu komercyjnych zestawdw metodq
immunoenzymatyczng, a fibrynogen i CRP za pomocq andlizatora koagulologicznego.

Wyniki. We krwi pacjentéw z PAD po obwodowej rewaskularyzacji stezenie fibrynogenu i CRP byto wyzsze
od normy laboratoryjnej. Podczas | 2-miesiecznej obserwacji parametry te nadal wzrastaty: CRP prawie
dwukrotnie, a fibrynogen tylko o okofo 10%. Z badanych cytokin tylko IL-10 i bFGF réznily sie istotnie sta-
tystycznie od grupy kontrolnej. Cytokiny byty réwniez wyzsze u pacjentow z powstatymi restenozami, miescity
sie jednak, z wyjgtkiem TGF-f3 1, w szerokich normach laboratoryjnych podanych przez producentdw testow.

Whioski.

I. U pacjentéw z PAD po wewngtrznaczyniowej rewaskularyzacji stezenie CRP i fibrynogenu podczas
rocznej obserwacji wyraznie sie zwiekszyfo.

2. Utych pacjentéw obserwowano istotng korelacje miedzy prozapalnym CRP i przeciwzapalng interleuking | 0.

3. Stezenie CRR fibrynogenu i cytokin: IL-6, bFGF, TGF-f3 1 i IL- 10 zwiekszato sie takze po powstaniu restenoz
u pacjentdéw z PAD, potwierdzajqgc udziat w tym procesie miernie nasilonego zapalenia.

Stowa kluczowe: markery zapalenia, miazdzyca tetnic koriczyn dolnych, wewnatrznaczyniowa

rewaskularyzacja, restenoza
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Introduction

Atherosclerosis is the major cause of myocardial in-
farction, stroke and gangrene of lower extremities. This
disease is responsible for over 50% of deaths in the
USA, Europe and Japan [I]. In the pathomechanism of
atherosclerosis, the major role refers to the damage
of the arterial wall by pathogenic factors, e.g. oxidized
lipids, hypertension, components of tobacco smoke,
various infections or mechanical and postoperative in-
juries. Damage to the arterial wall results in excessive
proliferation of endothelial and smooth muscle cells in
the vessels and the accumulation of inflammatory and
immune cells in the injured site. The activation of these
cells triggers many inflammatory markers, cytokines,
growth factors and vasoregulatory molecules which
participate in this process. Atherosclerosis, including
peripheral arterial disease (PAD), has been classified
as an inflammatory disease. Inflammation is associated
with the pathophysiology and clinical progress of ath-
erosclerosis in various vascular regions [2—4]. Currently,

Wstep

Miazdzyca tetnic jest gléwna przyczyna zawatow
serca, udaréw mézgu i zgorzeli konczyn dolnych. Cho-
roba ta jest odpowiedzialna za ponad 50% zgonéw
w Stanach Zjednoczonych Ameryki, Europie i Japonii [1].
W patomechanizmie miazdzycy gtéwna role przy-
pisuje sie uszkodzeniu $ciany tetnicy przez patogenne
czynniki jak: utlenowane lipidy, nadci$nienie tetnicze,
skfadniki dymu tytoniowego, rézne infekcje oraz me-
chaniczne lub operacyjne urazy. Uszkodzenie $ciany
tetnicy powoduje nadmierna proliferacje komorek
$rédbtonka i miesni gladkich naczyn oraz nadmierne
nagromadzenie komdrek zapalnych i immunologicz-
nych. Aktywacja tych komoérek powoduje uwalnianie
wielu réznych markeréw zapalenia: cytokin, czynni-
kéw wzrostu, czasteczek naczynioregulacyjnych, ktére
uczestnicza w tym procesie. Miazdzyce tetnic réznych
obszaréw naczyniowych, wtaczajac PAD, sklasyfiko-
wano jako chorobe zapalna. Zapalenie zwiazane jest
zaréwno z patomechanizmem, jak i klinicznym przebie-
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a number of experimental and clinical studies are be-
ing carried out in different countries on inflammation
mediators and pro-inflammatory cytokines in various
human diseases [5]. Previous studies also demonstrated
that patients with PAD have increased blood coagu-
lation, thrombotic and embolic complications [6-8].
Currently, researchers point out the close correlation
between blood coagulation, fibrinolysis and vascular in-
flammation [9, 10]. Certain pro-inflammatory cytokines,
e.g. interleukin-6 (IL-6), can activate blood coagulation
and fibrinolysis, while interleukin-10 (IL-10) can inhibit
tissue factor and, indirectly, atherosclerosis develop-
ment [5, 10, 11].

Fibrinogen, C-reactive protein (CRP) and cytokines:
IL-6, tumour necrosis factor (TNF) and IL-10 are the
most frequently described inflammatory markers in
atherosclerosis, particularly in patients with coronary
artery disease, but also in PAD [5, 12—15]. Fibrinogen,
synthesized in the liver, is therefore an important blood
clotting factor, but also, like CRP is a general inflam-
matory marker. C-reactive protein is also synthesized
in the liver. Increased CRP activity is a response to
general inflammatory stimuli mediated by the system
of interleukins [16, | 7]. CRP is a marker of the grade of
the inflammatory process, but also indirectly indicates
a cytokine-dependent inflammatory process in the ar-
terial wall, macrophage activation and proliferation of
endothelial and smooth muscle cells in the vessels. The
inflammatory process is associated with the formation of
atherosclerotic plaques, but is also intensified in patients
who are subject to revascularization, both surgical (e.g.
endarterectomy or bypass surgery) and endovascular
(e.g. angioplasty, with or without stent implantation),
to improve revascularization in the lower extremi-
ties [18]. The inflammatory process is also associated with
the formation of in-stent restenosis or postoperative
arterial thrombosis [14, 19, 20]. The pathophysiology
of restenosis has not been fully explained. It is claimed
that the proliferation of smooth muscle cells at the injury
site, and neointimal hyperplasia, induces the formation
of thrombus and narrows the arterial lumen. The results
of Tschopl and al. indicate that high levels of pro-co-
agulant factors and persistent thrombin generation by
haemostatic system might promote restenosis [21].
Increased levels of CRP also indicate an increased risk
of thrombosis or restenosis after revascularization in
patients with lower limb ischaemia [2, 14, 22-25]. Most
cytokines synthesized by various blood cells and arte-
rial walls have a pleiotropic effect. In many cases, one
type of cytokine may functionally, in part or completely,
replace the other. Interleukin 6 (IL-6) with 26 kD mo-
lecular weight is a cytokine synthesized by monocytes,

giem choroby [2—4]. Obecnie prowadzone s3 w réznych
krajach badania do$wiadczalne i kliniczne nad mediato-
rami zapalenia i pro-zapalnymi cytokinami w réznych
chorobach [5]. Wczes$niej prowadzone badania wyka-
zaly u pacjentéw z PAD zwiekszong krzepliwos¢ krwi
i powiktania zakrzepowo-zatorowe [6-8]. Obecnie
badania zwracaja uwage na $ciste zwiazki miedzy pro-
cesami krzepnigcia krwi, fibrynolizy i zapalenia naczyn
[9, 10]. Pewne prozapalne cytokiny (np. interleukina
6 — IL-6) moga aktywowac proces krzepniecia krwi
i fibrynolizy, a przeciwzapalna interleukina 10 (IL-10)
hamuje czynnik tkankowy (TF, tissue factor) indukujacy
proces krzepniecia, a posrednio miazdzyce tetnic [5, 10,
I'17. Fibrynogen, C-reaktywne biatko (CRP, C-reactive
protein) i cytokina IL-6, czynnik martwicy nowotwo-
réow (TNF, tumor necrosis factor) i IL-10 s3 najczesciej
opisywanymi czynnikami zapalnymi w miazdzycy tet-
nic, szczegdlnie w chorobie niedokrwiennej serca, lecz
takze w PAD [5, 12-15]. Fibrynogen syntetyzowany
w watrobie jest nie tylko waznym czynnikiem krzep-
niecia krwi, lecz takze gtéwnym markerem zapalenia,
podobnie jak CRP Biatko C-reaktywne jest réwniez
syntetyzowane w watrobie. Zwiekszona aktywnos¢
CRP jest odpowiedzia na gtéwne bodzce zapalenia
stymulowane przez uktad interleukin [16, | 7]. CRP jest
markerem ogoélnego procesu zapalnego w organizmie
cztowieka, lecz posrednio wskazuje na zalezne od cy-
tokin zapalenie toczace sie w obrebie $ciany tetnicy,
aktywacje makrofagow, proliferacje komorek $réd-
btonka i miesni gladkich naczyn. Proces zapalny jest
takze zwiazany z wytworzeniem blaszki miazdzycowe;j,
szczegodlnie u pacjentéw poddawanych rewaskularyza-
cji, zaréwno chirurgicznej (np. udroznienia i potaczenia
omijajace), jak i wewnatrznaczyniowej [np. angioplasty-
ka (PTA, percutaneous transluminal angioplasty) bez lub
ze stentowaniem], celem poprawy ukrwienia w obrebie
konczyn dolnych [18]. Proces zapalny jest takze zwigza-
ny z powstawaniem restenoz w stentach (ISR, in-stent
restenosis) lub pooperacyjnych zakrzepéw tetniczych
[14, 19, 20]. Patomechanizm powstawania restenoz
nie jest w petni wyjasniony. Uwaza sie, ze proliferacja
komorek srodbtonka i migsni gtadkich oraz powstanie
przerostu btony wewnetrznej w miejscu uszkodzenia
$ciany powoduje wytworzenie przysciennego zakrze-
pu i zwezenie $wiatfa tetnicy. Wyniki badan Tschopla
i wsp. wskazuja, ze wzrost aktywnosci prokoagulacyjnej
i ciagta generacja trombiny w ukfadzie krzepniecia krwi
moze promowac restenozy [2|]. Zwiekszone stezenie
CRP moze takze wskazywac na ryzyko zakrzepicy lub
restenozy po rewaskularyzacji pacjentéow z PAD [2, 14,
22-25]. Wiekszos¢ cytokin syntetyzowanych przez
rézne komorki krwi lub $ciany naczyn ma dziatanie
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macrophages, B and T lymphocytes and endothelial cells
in blood vessels. It is one of the factors responsible for
haemostasis, the synthesis of blood clotting factors in
the liver, and its level is increased in various disseminated
intravascular coagulation diseases (DIC) [9].

Interleukin 10 (IL-10) with 35 kD molecular weight
is also synthesized by monocytes, macrophages and
T lymphocytes, but has an anti-inflammatory effect. It
inhibits the synthesis of tissue factor (TF) in arterial wall,
suppressing the activation of the extrinsic pathway of
coagulation and, indirectly, the atherosclerotic process
[5, 10, 26].

Transforming growth factor beta-1 (TGF-81) is
synthesized by most of the nuclear cells, including fi-
broblasts, macrophages, lymphocytes and endothelial
cells. Its molecular weight is 25 kD; it has a homodimeric
structure and is activated by plasmin [9]. TGF-31 pro-
motes the in vitro transformation of fibroblasts into
tumour-like cells. Studies by Taniguchi et al. demon-
strated that this cytokine is involved in the thicken-
ing of the arterial wall and reducing the expression of
thrombomodulin (TM) [2, 27].

Another cytokine studied by us, the basic fibroblast
growth factor (bFGF), is involved in many normal pro-
cesses, such as angiogenesis, wound healing, differentia-
tion and tissue repair, and its levels is correlated with
the tissue vascularization level [9, 10]. Despite many
experimental and clinical studies, the activity of these
cytokines in humans with different diseases, particularly
PAD, has not been fully explained.

Aim

I. To determine the levels of fibrinogen, C-reactive
protein (CRP), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10
(IL-10) basic fibroblast growth factor (bFGF)
and transforming growth factor beta | (TGF-$1) in
the blood of patients with PAD after endovascular
revascularization of lower limbs.

2. To observe these patients for |12 months for appear-
ance of restenosis.

3. To compare the inflammatory factors in both groups
of PAD patients after endovascular revascularization
— before and after restenosis.

Material and methods

The study included 150 patients with PAD who
underwent endovascular revascularization at the An-
giology and Vascular Surgery Centres in Wroclaw and
Krakow. These patients were referred to the Angiol-
ogy Unit of the Regional Specialist Hospital in Wro-
claw. There were 90 men and 60 women, aged 44 to
88 (mean 65.5 years). One man withdrew his consent to

plejotropowe. W wielu przypadkach jeden typ cytokin
moze czynnosciowo, czesciowo lub catkowicie zastepo-
wac inne. IL-6 o masie czasteczkowej 26 kD jest cytoking
syntetyzowana przez monocyty, makrofagi, limfocyty Bi T
oraz komorki srédbtonka naczyn. Jest jedna z cytokin od-
powiedzialnych za hemostaze — szczegdlnie synteze czyn-
nikéw krzepniecia krwi w watrobie. Stezenie IL-6 wzrasta
w réznych zespotach wewnatrznaczyniowego wykrzepia-
nia [9]. IL- 10 o masie czasteczkowej 35 kD takze jest syn-
tetyzowana przez monocyty, makrofagi i limfocyty T, lecz
ma dziafanie przeciwzapalne. Hamuje synteze TF w $cianie
tetnic, zmniejszajac nasilenie zewnatrzpochodnego krzep-
niecia krwi, a posrednio proces miazdzycy tetnic [5, 10,
26]. Transformujacy czynnik wzrostu (TGF-$1, transfor-
ming growth factor 1) jest wytwarzany przez wigkszo$¢
komérek jadrzastych, wtaczajac fibroblasty, makrofagi,
limfocyty i komorki srodbtonka. Ma mase czasteczkowa
wynoszaca 25 kD i strukture homodimeryczng, a akty-
wowany jest przez plazming [9]. TGF-81 promuije in vitro
transformacije fibroblastow w komérki nowotworowopo-
dobne. Badania Taniguchi i wsp. wykazaly, ze ta cytokina
powoduje zgrubienie $ciany tetnicy i zmniejszenie na niej
ekspresji trombomoduliny (TM) [2, 27]. Inna badana przez
nas cytokina — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGEF, basic fibroblast growth factor) bierze udziat w wielu
prawidtowych procesach, takich jak angiogeneza, gojenie
ran, réznicowanie i naprawa tkanek. Jej stezenie koreluje
ze stopniem unaczynienia tkanek [9, 10]. Mimo wielu
badan doswiadczalnych i klinicznych dziatanie tych cytokin
u ludzi w rozmaitych chorobach, szczegélnie w PAD, nie
jest w petni znane.

Cel

I. Oznaczenie fibrynogenu, CRP, IL-6, IL-10, bFGF
i TGF-1 u pacjentéw z PAD po obwodowej, we-
whnatrznaczyniowej rewaskularyzacji korczyn dol-
nych.

2. Obserwacja pacjentéw w ciagu |2 miesiecy do czasu
powstania restenozy.

3. Poroéwnanie czynnikéw zapalenia u pacjentéw z PAD
po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji oraz
przed i po powstaniu restenozy.

Materiat i metody

Badaniem objeto 150 pacjentow z PAD po prze-
prowadzeniu wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji
w Osrodkach Angiologicznych i Chirurgii Naczyniowej
we Wroctawiu i w Krakowie. Wsréd pacjentéw byto
90 mezczyzn i 60 kobiet w wieku 44 do 88 (srednio
65,5) lat. Jeden mezczyzna wycofat swoja zgode na
udziat w badaniu, a 2 zmarto w okresie obserwaciji z po-
wodu ztosliwych nowotwordw. Pacjenci ci nie zostali
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participate in the study, and two patients died during the
observation period due to malignant cancer. These pa-
tients were excluded from the examined group. Patients
were recruited between 18.08.2010 and 28.06.2012,
and a revascularization procedure had been performed
from | to I8 months before recruitment. The time
from revascularization procedure (PTA and/or stenting
of iliac, femoral, popliteal and crural arteries) was one
to 3 months in 77 patients, over 3 to 6 months — in
30 patients and over 6 months — in 43 patients. In
these patients detailed medical history was obtained
and physical examination, basic blood and biochemical
laboratory tests and clinical observations were carried
out every 3 months with blood collection (5 times
over one year). Eighteen patients had small ischae-
mic ulcers on the extremities with stable inflammation
(CRP = 5.2 = 3.7 mg/l). Intermittent claudication and
ankle brachial pressure index (ABPI) were also mea-
sured. Ankle brachial pressure index (ABPI) below 0.9 on
the right extremity was found in 63 (42%) patients and
on the left extremity in 76 (50.7%) patients. In || pa-
tients, ABPI was below 0.5. Patients had previously been
treated with angioplasty (PTA) alone — 21, angioplasty
plus stent implantation — 80 or stent implantation alone
— 49 patients. The ischaemia of the lower limbs was di-
agnosed based on an ultrasonography scan (USG duplex
Doppler), computed tomography and arteriography.
Of the patients included in the study, 101 (67.0%) had
various forms of ischaemic heart disease (in some pa-
tients with myocardial infarction), 126 (84.0%) arterial
hypertension, 120 (80.0%) hyperlipidaemia, 90 (60.0%)
were ex-smokers, 41 (27.3%) current smokers, and
19 (12.7%) never-smokers. Ninety one (60.6%) PAD
patients were diagnosed with type 2 diabetes and
|15 (76.6%) were overweight or obese. All revascu-
larization procedures were successful. No amputations
were performed. In 38 PAOD patients new restenosis
occurred within 12 months of observation. Control
group for cytokines consisted of |5 clinically healthy
subjects aged 60-83 years without cardiovascular symp-
toms, but who reported a number of risk factors.
Blood samples (4.5 ml) were drawn from the cu-
bital vein in the morning in a fasting state and put into
a test tube with 0.5 ml of 3.2% sodium citrate. Plasma
with sodium citrate was analyzed for levels of fibrino-
gen and CRP Cytokines were determined in 2.6 ml
blood samples mixed with EDTA. Plasma was obtained
through centrifuging at 2500 g for |5 minutes. 0.2 ml
plasma samples were then distributed to Eppendorf
test tubes and frozen at —80°C until they were used
for testing. The plasma levels of tested cytokines were
determined using commercial kits for enzyme immu-

ujeci w badaniu. Pacjentéw rekrutowano w okresie od
18.08.2010 do 28.06.2012 r., a zabiegi rewaskularyza-
cyjne przeprowadzano na |-18 miesiecy przed rekruta-
cja: po PTA i/lub implantacji stentéw: tetnic biodrowych,
udowych, podkolanowych i podudzia. [-3 miesiecy po
zabiegu byto 77 pacjentéw, 3—6 miesigcy — 30 chorych
i 6-30 miesiecy — 43 pacjentéw. U chorych przeprowa-
dzono doktadny wywiad, badanie przedmiotowe oraz
laboratoryjne badania biochemiczne i badanie obrazu
krwi. Obserwacje kliniczng pacjentéw z pobraniem
proébek krwi przeprowadzano co 3 miesiace, 5-krotnie
w ciggu roku. Osiemnastu pacjentéw miafo niewielkie
owrzodzenia niedokrwienne stép ze statym odczy-
nem zapalnym (CRP = 5,2 + 3,7 mg/l). Mierzono tez
chromanie przestankowe i wspotczynnik kostka/ramie
(ABPI, ancle brachial pressure index). ABPI ponizej 0,9 na
prawej konczynie dolnej miato 63 (42%) chorych, na
lewej konczynie 76 (50,7%); | | pacjentéw miato ABPI
ponizej 0,5. Przed rekrutacja pacjenci leczeni byli angio-
plastyka — 21 chorych, angioplastyka ze stentowaniem
— 80 lub samym stentowaniem — 49. Diagnostyke
stopnia ukrwienia korczyn dolnych oparto na badaniu
ultrasonograficznym (USG duplex Doppler), tomografii
komputerowej i arteriografii. Wsrod pacjentow wia-
czonych do badania u 101 (67%) stwierdzono chorobe
niedokrwienng serca, u niektérych z przebytym zawa-
tem; 126 (84%) miato nadcisnienie tetnicze, 120 (80%)
— hiperlipidemig, 90 (60%) — dawniej palito papierosy,
41 (27,3%) — pali obecnie, a nigdy nie palito 19 (12,6%).
Cukrzyce typu 2 rozpoznano u 91 (60,6%), a nadwage
i otytos¢ u 115 (76,6%) pacjentow. Po skutecznej rewa-
skularyzaciji nie stwierdzono wczesnych powikfan. Nie
przeprowadzano amputagji i nikt z pacjentéw nie zmart.
W ciagu rocznej obserwacji u 38 pacjentéw powstaty
nowe restenozy. Przebadano takze grupe referencyjna
I5 oséb w wieku 60-80 lat bez klinicznych objawow
ze strony uktadu sercowo-naczyniowego, lecz z po-
dobnymi czynnikami ryzyka w zebranym wywiadzie,
jak w grupie pacjentéw z PAD.

Prébki krwi w ilosci 4,5 ml pobierano pacjentom
rano na czczo z zyty odtokciowej do 0,5 ml 3,2% cy-
trynianu sodu. W osoczu cytrynianowym przeprowa-
dzono badania stezen fibrynogenu i CRP. Do oznaczenia
cytokin uzyto 2,6 ml krwi pobranej na EDTA. Osocze
uzyskiwano przez wirowanie przy 2500 g przez |5 min.
Nastepnie osocze rozpipetowano po 0,2 ml do probo-
wek Eppendorfai zamrazano w temp. —80°C do czasu
przeprowadzenia badan. Osoczowe stezenia badanych
cytokin oznaczano przy zastosowaniu komercyjnych
zestawdw metoda immunoenzymatyczna, a stezenie
fibrynogenu i CRP przy uzyciu analizatora koagulolo-
gicznego. Uzyto nastepujacych testéw:
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noassays; fibrinogen and CRP levels were measured
with a coagulometer.
The following commercial kits were used for the
determination of individual parameters:
|. Fibrinogen — Multibren U, Siemens;
2. CRP — CRP VARIO, Abbott;
3. IL6 —Human IL 6 Quantikine ELISA, R&D Systems;
4. IL 10 — Human IL 10 Quantikine ELISA, R&D Sys-
tems;
5. bFGF — Human bFGF Quantikine ELISA, R&D
Systems;
6. TGF-f| — Human TGF-31 Quantikine ELISA, R&D
Systems.
The protocol of the study was approved by the
Bioethical Committee at the Regional Specialist Hospital
in Wroclaw.

Statistical analysis

Results are presented in tables as mean values (M),
standard deviation (SD), medians (Me) and interquartile
range (lower QI and upper Q3). Normality of distribu-
tion was assessed using D’Agostino-Pearson test. The
statistical significance of differences between groups
was analyzed with the T-student test or nonparamet-
ric Mann-Whitney test (in case of non-normal data).
The correlations between the measured parameters
characterized by non-normal data distribution were
calculated using the Spearman rank correlation coeffi-
cient (r,) with significance level p. The level of statistical
significance was adopted at p < 0.05. Statistical analysis
was performed with R for Windows (The R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria) and MedCalc
for Windows (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).

Results

Table | presents parameters most frequently deter-
mined in inflammatory diseases, i.e. levels of fibrinogen
and CRR in patients with PAD after endovascular re-
vascularization.

In comparison with the most commonly used labora-
tory normal values for fibrinogen (1.8-3.5 g/l) and for
CRP (below 5 mg/l), 71 (47.3%) patients with PAD
had elevated fibrinogen concentration, and 50 (33.3%)
patients had elevated CRP levels. However, when the
results were compared with the normal value for CRP
proposed by Nijm et al. in 2005 (1.3 %= |.I mg/l), as
many as 97 (64.7%) patients presented with increased
CRP levels. Unfortunately, we did not perform these
studies in our own control group; more detailed data
are presented in Figure |.

We determined the levels of fibrinogen and CRP in
all patients from the study group (150 subjects) every

Fibrynogen — Multibren Siemens;
CRP — CRP VARIO Abott;
IL-6 — Human IL-6 Quantikine ELISA, R&D System;
IL-10 — Human IL- 10 Quantikine ELISA, R&D Sys-
tem;
5. bFGF — Human bFGF Quantikine ELISA, R&D
System;
6. TGF-| — Human TGF-f1 Quantikine ELISA, R&D
System.
Komisja Bioetyczna przy Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym we Wroctawiu wyrazita zgode na prze-
prowadzenie badan.

HrwnS -~

Analiza statystyczna

Wyniki analizy statystycznej zostaty przedstawione
w tabelach w postaci $rednich (M), odchylen standardo-
wych (SD), median (Me) oraz przedziatu kwartylowego
(Q1-Q3). Normalnos¢ rozkiadu zmiennych zostata
zweryfikowana za pomoca testu D’Agostino-Pearsona.
Istotnos¢ réznic pomiedzy dwiema ilosciowymi zmien-
nymi zostata zbadana za pomoca testu t-Studenta lub
nieparametrycznego testu Manna-Whitneya (w przy-
padku braku normalnosci rozktadu). Liniowa zaleznos¢
pomiedzy zmiennymi ilosciowymi zostafa oceniona za
pomoca wspdtczynnika korelacji Spearmana. Wszyst-
kie testy zostaty wykonane przy poziomie istotnosci
p < 0,05. Analiza statystyczna zostata wykonana za
pomoca pakietu statystycznego R w wersji dla Windows
(The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria) oraz MedCalc dla Windows (MedCalc Softwa-
re, Mariakerke, Belgium).

Wyniki

Tabela | ilustruje parametry najczesciej przedsta-
wiane w chorobach zapalnych, tj. stezenie fibrynogenu
i CRP u 150 pacjentow z PAD po obwodowej, we-
whnatrznaczyniowej rewaskularyzacji.

W poréwnaniu z najczesciej przyjmowanymi nor-
mami laboratoryjnymi dla fibrynogenu (1,8-3,5 g/l) i dla
CRP (ponizej 5 mg/l) 71 (47,3%) pacjentéw z PAD po
wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji miato podwyz-
szone stezenie fibrynogenu i 50 (33,3%) — podwyz-
szone stezenie CRP Jednak jezeli poréwna sie stezenie
CRP u naszych pacjentéw z norma zaproponowana
przez Nijma i wsp. w 2005 r. (1,3 = I, mg/l) to az
97 (64,7%) pacjentéw bedzie miato podwyzszone ste-
zenie CRP. Niestety, nie przeprowadzalismy wiasnych
badan stezenia fibrynogenu i CRP w grupie kontrolnej.
Lepiej te parametry s3 przedstawione na rycinie |.

Na rycinie | przedstawiono stezenie fibrynogenu
i CRP u wszystkich 150 pacjentéw z PAD. Parametry te
oznaczano co 3 miesiace, a wiec 5-krotnie w ciagu roku.
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Tabela 1. Fibrynogen i CRP u pacjentéw z PAD po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji
Table 1. Fibrinogen and CRP in patients with PAD after endovascular revascularization

Badane parametry PAD (n = 150) PAD
(norm.y) M = SD W normie Powyzej normy
Examined parameters Me Within normal range Above normal range
(normal values) QI-Q3
(m) (%) (m) (%)
Fibrynogen (1,8-3,5 g/l) 3,7+0,95 79 52,7 71 473
3,5
3,141
CRP (< 5,0 mg/l) 4,34 + 8,48 100 66,7 50 33,3
2,13
CRP * (< 1,3 mg/l) 0,97-5,42 53 353 97 64,7

*na podstawie Nijm et al. [5]; PAD (peripheral arterial disease) — miazdzyca tetnic koficzyn dolnych; CRP (C-reactive protein) — biatko C-reaktywne; M (mean) — $rednia;
SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; Me (median) — mediana; Q (quartils) — kwartyle

L — S

21 ——Fibrynogen [g/1]

14 —=—CRP [mg/I]

0 , . . .
0 3 6 9 12

Miesiace obserwacji
Months of observations

Rycina I. Fibrynogen i biatko C-reaktywne (CRP) podczas
rocznej obserwacji pacjentéw z miazdzyca tetnic konczyn
dolnych po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzaciji

Figure 1. Fibrinogen and C-reactive protein during
| year observation in PAD patients after endovascular
revascularization

3 months (5 times over a year). The lowest (yet el-
evated) mean levels of fibrinogen and CRP were found
shortly after revascularization. The levels of these mark-
ers increased over 3-months intervals, and the increase
for CRP was more pronounced than that for fibrinogen.

Table 2 presents the levels of 4 cytokines (IL-6,
IL-10, bFGF and TGF-31) in 150 patients with PAD
after peripheral endovascular revascularization and in
10 control subjects.. Laboratory normal values speci-
fied by the producers of reagents are also presented. In
the group of patients, a statistically significant increase
in comparison with the controls was only found for
IL-10 and lower for bFGF levels, while the concen-
trations of IL-6 and TGF-31 increased insignificantly.
All cytokine levels were within the specified normal
limits, apart from TGF-31 which levels were several
times higher.

Najmniejsze stezenie fibrynogenu i CRP (juz znacznie
podwyzszone) wystepowato miesiac po rewaskularyza-
cji, a w odstepach 3-miesiecznych nadal sie zwiekszato,
lecz wzrost poziomu CRP byt wiekszy niz fibrynogenu.

Tabela 2 przedstawia stezenie 4 cytokin: IL-6, IL-10,
bFGF i TGF-S1 u 150 pacjentéw z PAD po obwodowe;j,
wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji. Wiaczono tak-
ze niewielka grupe kontrolna, poniewaz producenci te-
stow przedstawili wiasne szerokie normy laboratoryjne.
W badanej grupie pacjentéw w poréwnaniu do grupy
kontrolnej stwierdzono tylko istotnie statystycznie wyz-
sze stezenie IL-10 i nizszy bFGF, podczas gdy stezenie
IL-6 i TGF-G1 nie roznito sie istotnie statystycznie.

Poza stezeniem TGF-(1, ktére byto kilkakrotnie
wyzsze od normy, lecz w obu grupach (badanej i kon-
trolnej) podobne, pozostate cytokiny miescity sie w gra-
nicach norm podanych przez producentéw.

Przeliczono takze wzajemne korelacje miedzy ba-
danymi markerami zapalenia i cytokinami, ale w tabeli 3
przedstawiono tylko statystycznie istotne zaleznosci.

W tabeli 4 przedstawiono wszystkie badane pa-
rametry zapalenia u 38 pacjentéw z PAD, u ktérych
W czasie rocznej obserwacji powstaty restenozy. U tych
pacjentéw z restenozami wszystkie badane parametry
byty wyzsze niz 3 miesiace wczesniej, przed powsta-
niem restenoz, ale tylko réznice stezenia fibrynogenu
i TGF-51 byly statystycznie istotne.

Ciekawe jest spostrzezenie przedstawione na ry-
cinie 2, ze marker prozapalny CRP koreluje z wyso-
ka istotnoscia z czynnikiem przeciwzapalnym IL-10
(p < 0,0007), co wskazuje na wspdlne ich dziatanie
w procesie zapalenia.

Omowienie
Przebadano 150 pacjentéw z PAD leczonych angio-
plastyka bez lub ze stentowaniem oraz sama implantacja

www.angiologia.pl 53



Acta Angiol, 2014, Vol. 20, No. 2

Tabela 2. Wybrane cytokiny u pacjentéw z miazdzyca tetnic konczyn dolnych po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji

Table 2. Some cytokines in patients with PAD after endovascular revascularization

Cytokiny Normy laboratoryjne PAD (n = 150) n Kontrole Poziom istotnosci
Cytokines Laboratory normal values M+ SD Controls Significance level
[pg/ml] [pg/ml] Me M+ SD
QI-Q3 Me
QI-Q3
IL-6 38%56 10 2830 0,482
3,1-12,5 1,4 1,8
0,5-4,3 1,5-2,7
IL-10 6,0+ 148 I5 1,7+1,8 <0,027
<78 1,6 1,0
1,0-4,6 I,1-53
bFGF 3,54 £ 6,29 I5 3,84 £3,39 < 0,046
< 14,6 1,00 3,22
1,00-3,38 1,12-5,27
TGF-41 903-1654 4447 + 2869 10 5141 = 2628 0,3174
165 + 214 3519 5134
2211-6048 2957-6982

PAD (peripheral arterial disease) — miazdzyca tetnic koriczyn dolnych; II-6 — interleukina 6; Il-10 — interleukina 10; bFGF (basic fibroblast growth factor) — zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastéw; TGF-31 (transforming growth factor 31) — transformujacy czynnik wzrostu $1; M (mean) — $rednia; SD (standard deviation) — odchylenie

standardowe; Me (median) — mediana; Q (quartils) — kwartyle

Tabela 3. Istotne korelacje migdzy badanymi czynnikami
zapalenia u pacjentéw z miazdzyca tetnic koriczyn dolnych
po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji

Table 3. Significant correlations between examined
inflammatory factors in patients with PAD after endovascular
revascularization

CRP Fibrynogen

Fibrynogen r, 0,424

p < 0,0001
IL6 r.0,379 0,336

p < 0,0001 < 0,0001
TGF-41 r,0,196 0,192

p0,0174 0,0202
II-10 r, 0,277

p 0,0007
bFGF r,—0,164

p 0,047

PAD (peripheral arterial disease) — miazdzyca tetnic koriczyn dolnych;

CRP (C-reactive protein) — biatko C-reaktywne; Il-6 — interleukina 6;

II-10 — interleukina 10; bFGF (basic fibroblast growth factor) — zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastéw; TGF-31 (transforming growth factor-beta 1)

— transformujacy czynnik wzrostu 81; r_ (spearman rank correlation coefficient)
— wspdtczynnik korelacji Spearmana; p (significance level) — poziom istotnosci

We calculated also the correlations between the
tested inflammatory markers and cytokines in patients
with PAD after endovascular revascularization. Results
of significant correlations are demonstrated in table 3.

Table 4 presents all tested inflammatory parameters
in 38 patients with PAD, who, at various time points
of observation, developed restenosis. In table 4 are
comprised the results 3 months before and after the

stentéw z dobrym rezultatem. Nie przeprowadzono
amputacji i nikt z pacjentdéw nie zmart z powodu nie-
dokrwienia konczyn. Jednak u badanych przez nas cho-
rych wystepowaty wszystkie czynniki ryzyka miazdzycy
i powazne choroby: najczesciej niedokrwienna choroba
serca wraz z przebytym zawatem, nadci$nienie tetnicze,
hiperlipidemia, cukrzyca typu 2 i palenie tytoniu. Z tego
powodu chorzy byli intensywnie leczeni réznymi lekami
sercowo-naczyniowymi, hipotensyjnymi, antykoagulan-
tami, statynami i lekami przeciwcukrzycowymi. Stad
powstaje pytanie: czy uzyskane wyniki mozna odnies¢
do choroby zasadniczej tj. PAD czy przeprowadzo-
nego zabiegu rewaskularyzacyjnego. Proces zapalny
jest zwigzany z patogeneza i rozwojem miazdzycy [3, 4,
20]. Oba rodzaje rewaskularyzacji zwezonych lub nie-
droznych tetnic: chirurgiczna (mechaniczne udroznienia
lub chirurgia przeszczepéw omijajacych) i wewnatrzna-
czyniowa (balonowa angioplastyka bez lub z implantacja
stentéw) moga nasila¢ reakcje zapalna, podobnie jak
w powstatych w stentach restenozach lub w zakrzepach
tetniczych utworzonych w nastepstwie rewaskularyzacji
[l6,23].

Markery zapalenia krazace we krwi, np. CRP fibry-
nogen czy amyloid A, odzwierciedlaja aktywnos¢ choro-
by, a posrednio wskazuja tez na aktywacje makrofagéw
i proliferacje komérek $rédbtonka i miesni gtadkich
naczyn [19, 22, 24]. Jednak w 2008 r. Brevetti i wsp.
uznali mieloperoksydaze za lepszy mediator zapalenia
niz CRP [28]. Stezenie fibrynogenu i CRP w naszych
badaniach u pacjentéw z PAD po wewnatrznaczyniowej
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Tabela 4. Poréwnanie badanych parametréw u pacjentdéw z miazdzyca tetnic koniczyn dolnych po wewnatrznaczyniowe;j
rewaskularyzacji oraz przed i po powstaniu restenozy

Table 4. Comparison of examined parameters in patients with PAD after endovascular revascularization without and with
restenosis

Badane parametry PAD (n = 38) Poziom istotnosci
Examined parameters Restenoza/Restenosis Significance level
Przed/Before Po/After
M = SD M = SD
Me Me
QI-Q3 QI1-Q3
Fibrynogen [g/l] 3,609 4109 0,02
3,5 39
3,243 3,5-4,8
CRP [mg/l] 4,1 £44 6269 0,25
2,7 3,7
1,0-6,1 1,4-7,8
IL-6 [pg/ml] 3857 54 %45 0,482
1,4 34
1,0-4,6 2,1-82
IL-10 [pg/ml] 6,2+ 148 74+ 11,0 0,08
1,6 2,5
1,0-4,6 1,0-8,4
bFGF [pg/ml] 35%63 4080 0,283
| 2,3
1,0-3,1 1,0-3,8
TGF-f1 [pg/ml] 4437 = 2287 7868 + 6378 0,025
3520 5877
2211-6048 4203-9994

PAD (peripheral arterial disease) — miazdzyca tetnic koriczyn dolnych; CRP (C-reactive protein) — biatko C-reaktywne; Il-6 — interleukin 6; Il-10 — interleukina 10; bFGF
(basic fibroblast growth factor) — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw; TGF-31 (transforming growth factor-beta 1) — transformujacy czynnik wzrostu 51; M (mean)
— $rednia; SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; Me (median) — mediana; Q (quartils) — kwartyle

formation of restenosis. Only the fibrinogen (p < 0.02) 1000
and TGF-31 (p < 0.025) levels were significantly higher 0277
in patients with restenosis. The levels of CRP, IL-6 and b < 0,0007
IL-10 were also higher, but the differences were not
statistically significant.

There was an interesting correlation with high sig-
nificance level between pro-inflammatory CRP and
anti-inflammatory IL-10. This indicates on a common
action in the inflammation process (Fig. 2).

-
o
o

Lol

log II-10 [pg/ml]

—_
o

Discussion
The studied 150 patients with PAD had ischaemia of ] 1
the lower extremities and were treated with PTA, with log CRP [mg/I]
or without stent implantation, with a good outcome and
without amputation. The patients were presented with
almost all risk factors for atherosclerosis and had many Figure 2. Significant correlation between pro-inflammatory
other serious diseases, such as ischaemic heart disease, CRP and anti-inflammatory IL-10

Rycina 2. Istotna korelacja miedzy prozapalnym CRP
i przeciwzapalng IL-10
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often with a history of myocardial infarction, arterial
hypertension and type 2 diabetes. For these reasons, the
patients received intensive treatment with cardiovas-
cular and antihypertensive drugs, anticoagulants, statins
and diabetic drugs. Therefore, it can be questioned as
to whether the obtained results may refer solely to
ischaemia and procedures on lower extremities or not.
Vascular inflammation is associated with the pathogen-
esis, but also the progression, of atherosclerosis [3, 4,
20]. Both surgical (bypass, mechanical restoration of
patency) and endovascular arterial revascularization
(balloon angioplasty, with or without stenting) may in-
tensify the inflammatory reaction, similar to restenosis
in the implanted stents, or thrombus in surgically or en-
dovascular treated arteries [ 16, 23]. Inflammatory mark-
ers circulating in the blood stream, e.g. CRP, fibrinogen
and amyloid A, reflect disease activity and indirectly
indicate the activation of macrophages and proliferation
of endothelial and smooth muscle cells in the vessels
[19, 22, 24]. However, Brevetti et al. (2008) claimed
myeloperoxidase to be a more important mediator of
inflammation than CRP [2]. The levels of fibrinogen and
CRP found in our study are much higher than the values
reported by Schillinger et al., who studied PAD patients
before endovascular revascularization [17].

As shown in Figure |, CRP is a much better inflam-
matory marker than fibrinogen. In the course of one
year of observation, fibrinogen levels increased by only
about 10%, while the level of CRP more than doubled.
As found by Buffon et al., increased CRP levels can pre-
dict early complications and late restenosis, although
this refers to coronary angioplasty [29]. In the analysis
of increased fibrinogen levels in patients with PAD, the
fact that these levels are higher in older people than in
the young (p < 0.02) should be considered. We faced
difficulties in the assessment of CRP levels in the stud-
ied patients because of the wide limit of the laboratory
normal values (up to 5 mg/l). However, we used also
normal values proposed by other researchers, e.g. Nijm
etal. (1.3 = I.Img/l), and found elevated CRP levels in
64.7% of patients, which was in line with the findings
of most published studies [20, 24, 25]. In addition, we
tested the levels of 4 other cytokines: IL-6, IL-10, bFGF
and TGF-$| in PAD patients after endovascular revas-
cularization. Only IL-10 was higher and bFGF lower
than in the control group (p < 0.027 and p < 0.046).
Levels of IL-6 and TGF-S1 in patients compared were
also higher, but not significant. All cytokines except for
TGF-31 were still within the range of normal values. It
appears that these parameters do not play an important
role in the laboratory diagnostics of PAD. However, if
more or less significant correlations between CRP and

rewaskularyzacji byto wyzsze niz opisane przez Schil-
lingeraiwsp. u pacjentéw z PAD przed rewaskularyza-
cja[17].Jak wynikaz ryciny |, CRP jest lepszym markerem
zapalenia niz fibrynogen. Podczas rocznej obserwaciji
u rewaskularyzowanych pacjentéw stezenie fibrynoge-
nu wzrosto tylko o okofo 109, natomiast stezenie CRP
zwiekszyto sie ponad dwukrotnie. Zgodnie z pogladem
Buffona i wsp. podwyzszone stezenie CRP moze zapo-
wiada¢ wczesne powikiania i pdzne restenozy, jednak
odnosi sie to do wiencowej angioplastyki [29]. W oce-
nie podwyzszonego stezenia fibrynogenu u pacjentéw
z PAD nalezy wzia¢ pod uwage fakt, ze u starszych
ludzi wystepuje wyzsze stezenie tego biatka niz u oséb
mtodszych (p < 0,02). U badanych pacjentéw z PAD
mielismy pewne trudnosci z wtasciwg ocena stezenia
CRP z uwagi na duza rozpietos¢ przyjetej normy labo-
ratoryjnej wynoszacej u ludzi zdrowych ponizej 5 mg/I.

Postugujac sie jednak normami innych badaczy
(np. Nijmaiwsp.) wynoszacymi 1,3 = |, mg/l, u 64,7%
naszych pacjentéw stwierdzilismy podwyzszone ste-
zenie CRP, zgodne z wynikami wiegkszosci publikacji
[20, 24, 25]. Dodatkowo przebadalimy u naszych
pacjentéw z PAD po rewaskularyzacji 4 cytokiny: IL-6,
IL-10, bFGF i TGF-81. Tylko stezenie IL-10 byto
istotnie wyzsze, a bFGF istotnie nizsze niz w grupie
kontrolnej (odpowiednio p < 0,024 i p < 0,046). Poza
TGF-31 pozostate cytokiny mieszcza sie w szerokich
normach laboratoryjnych podanych przez producentow
testow. Wydaje sie, ze te cytokiny, mimo ze biora udziat
w procesie hemostazy, angiogenezy i miazdzycy tetnic,
nie odgrywaja wiekszej roli w praktycznej diagnostyce
PAD i jej powiktan (np. przy powstawaniu restenoz).
Jednak nie mozna pomina¢ wiekszych lub mniejszych,
istotnych korelacji miedzy CRP, fibrynogenem i niektory-
mi cytokinami, co moze mie¢ znaczenie w patogenezie
zakrzepicy i miazdzycy tetnic. Seo i wsp. w 2007 r.
obserwowali wysokie stezenie IL-10 u pacjentow z roz-
nymi zespotami rozsianego wewnatrznaczyniowego
wykrzepiania (DIC, disseminated intravascular coagu-
lation) [26]. W 1999 r. Pinderski i wsp. stwierdzili, ze
IL-10 blokuje powstawanie miazdzycy tetnic in vitro
i in vivo przez hamowanie uwalniania TF u myszy. IL-10
modyfikuje uszkodzenie komoérek $rédbtonka przez
przyspieszenie adhezji ptytek krwi w doswiadczeniach
in vitro [10].

Podczas rocznej obserwacji 150 pacjentéw z PAD
po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji, bada-
nych 5-krotnie co 3 miesiace z pobraniem prébek
krwi, u 38 oséb (25,3%) powstaly restenozy. Tabela 4
przedstawia wyniki badan stezenia fibrynogenu, CRP,
IL-6, IL-10, bFGF i TGF-81 u 38 pacjentéw z PAD
z powstatymi restenozami w poréwnaniu z wynikami
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fibrinogen and all 4 cytokines are considered, the results
could be important for the pathogenesis of thrombosis
and PAD. Seo et al. (2007), reported high levels of
IL-10 in patients with different disseminated intravas-
cular coagulation diseases (DIC) [26]. Also Pinderski et
al. reported in 1999 that IL-10 blocks atherosclerotic
events in vitro and in vivo and inhibits tissue factor (TF)
in mice. IL-10 also plays an active modulatory role in
endothelial cell damage and accelerates platelet adhe-
sion in vitro [10].

In table 4, we present the characteristics of 38 pa-
tients with PAD after endovascular revascularization,
who over one year of observation developed reste-
nosis. For comparison, the parameters of the same
patients three months before restenosis are presented.
Patients with restenosis had significantly higher lev-
els of fibrinogen and TGF-31 and also higher, but not
statistically significant, were levels of CRP, IL-6 and IL-10.
Despite many experimental and clinical studies, the
pathomechanism of arterial thrombosis and in-stent
restenosis after revascularization in patients with PAD
has not been fully explained. It has been claimed that
the inflammatory process stimulates endothelial cells
and smooth muscle cells proliferation, as well as late
neointimal hyperplasia in the surgically and endovas-
cularly treated part of the artery, leading to resteno-
sis [24]. The frequency of restenosis in our patients
(about 25.3%) corresponds with the statistics reported
by other authors [16, 17]. Vascular stents, particularly
those made of polytetrafluoroethylene (ePTFE), are
regarded as neutral. However, after implantation in
patients, they are covered with an ultra-thin biofilm
containing mainly fibrinogen and blood cells, including
platelets, which may be involved in the pathomechanism
of restenosis [30, 31].

The highest values of CRP were found at 24 to
72 hours after revascularization [17].

Although CRP is a marker of systemic inflammation
in the human body, it also plays a role in the assessment
of abnormal blood supply to the lower extremities and
early and late complications after revascularization pro-
cedures [2]. Other cytokines, i.e. bFGF and TGF-{1,
despite their low pro-inflammatory activity, are less
useful in the clinical assessment of patients with PAD.
Our examination connected with CRP level confirms
earlier observations of other authors, who recommend
the determination of CRP in PAD patients after re-
vascularization to predict early and late thrombotic
complications, e.g. as occurrence of restenosis.

u tych samych pacjentéw 3 miesiace wczesniej bez
restenoz. Wszystkie badane parametry, tj.: CRP, IL-6,
IL-10, bFGF, TGF-31 byty u pacjentéw z restenozami
wyzsze niz u chorych z PAD bez restenoz, ale tylko
stezenie fibrynogenu (p < 0,02) i TGF-31 (p < 0,025)
byty statystycznie istotnie wyzsze. Mimo dos¢ licznych,
doswiadczalnych i klinicznych badan, patomechanizm
powstawania tetniczych zakrzepic i ISR u pacjentow
z PAD po rewaskularyzacji nie jest w petni wyjasniony.
Przyjmuije sie, ze proces zapalny stymuluje proliferacje
komorek srédbtonka i miesni gtadkich naczyn i po-
wstanie zakrzepu, jak réwniez powstanie przerostu
bfony wewnetrznej w tetnicach uszkodzonych przez
wewnatrznaczyniowa lub chirurgiczng rewaskularyza-
cje. U niektorych pacjentow z PAD proces ten prowa-
dzi do restenoz [24]. Czestos¢ powstawania restenoz
u naszych pacjentow wynosita 25,3%. Liczba ta miesci
sie w granicach opisywanych przez innych autoréw
[16, 17]. Stenty naczyniowe, szczegdlnie z politetraflu-
oroetylenu (ePTFE) uwaza sie za neutralne. Jednak po
implantacji u ludzi pokrywaja sie one ultracienka btona
zawierajaca gtdéwnie fibrynogen i elementy krwi, wia-
czajac ptytki biorace takze udziat w patomechanizmie
zakrzepicy i restenozy [30, 31].

Najwyzsze stezenie CRP wystepuje 24 do 72 go-
dzin po wewnatrznaczyniowej rewaskularyzacji [17].
Jakkolwiek CRP jest markerem ogdlnego zapalenia
w organizmie cztowieka, wystepuje takze w miazdzycy
tetnic konczyn dolnych oraz we wczesnych i péznych
powiktaniach po rewaskularyzacji [2]. Wydaje sig, ze
bFGF i TGF-31 sa mniej uzyteczne w diagnostyce pa-
cjentéw z PAD. Badania dotyczace stezen fibrynoge-
nu, CRP IL-6 i IL-10 u pacjentéw z PAD potwierdzaja
wczesniejsze spostrzezenia innych autoréw uznajace
pomiar stezenia CRP za wskazany takze u chorych po
rewaskularyzacji w celu oceny wczesnych i péznych
powiktan zakrzepowych i restenoz w implantowanych
wczesniej stentach.

Whioski

I. U pacjentéw z PAD po wewnatrznaczyniowej re-
waskularyzacji stezenie CRP i fibrynogenu podczas
rocznej obserwacji wyraznie sie zwigkszyto.

2. U tych pacjentéow obserwowano istotna korelacje
miedzy prozapalnym CRP i przeciwzapalng IL-10.

3. Stezenie CRP fibrynogenu i cytokin: IL-6, bFGF,
TGF-B1 i IL-10 zwiekszato sie takze po powstaniu
restenoz u pacjentéw z PAD, potwierdzajac udziat
W tym procesie miernie nasilonego zapalenia.
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Conclusions
In PAD patients after endovascular revascularization
the level of CRP and fibrinogen during one-year
observation significantly increased.
In these patients significant correlation between
pro-inflammatory CRP and anti-inflammatory
IL-10 was observed.

. The concentrations of CRP, fibrinogen and cytokines

(IL-6, bFGF, TGF-G1 and IL-10) were also higher in
PAD-patients with restenosis indicating the involve-
ment of low-grade inflammation in this process.

This publication is part of project ,Wrovasc — Inte-

grated Cardiovascular Centre”, co-financed by the Eu-
ropean Regional Development Fund, within Innovative
Economy Operational Programme, 2007-201 3 realized in
Regional Specialist Hospital, Research and Development
Centre in Wroclaw.
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